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研究目的
 従来腫瘍の生化学的研究にかいて,肝癌では正常肝に比してグリコーゲン含量が著るしぐ少交い
 ことが認められている。この理由として癌細胞ではその代謝特異性のために細胞内に入ったグル
 コースがEinbde丘一MRYerhof経路孟たはWarburg-DiCkens短絡に入め,グijコーゲ
 γ合成系に入らないフtめと考えられている。しかし吉田等の見出した一連の腹水肝癌の中には悪
 性度が高いにもかかわらず,グリコーゲン含量が多い系列も認められている。この際このグリコ
 ー ゲンよ1〕の解糖が癌細胞のDNA合成のエネπギー源に利用されていると推測されろ。従って
 1露∫葺唐をイ珊1馴す二ltlづごDNA合・成畔…も→甥御1さ才しると考えられる。著者はEinbden-Meyerhof径路
 にかけるグリセリソアルデヒドー5一燐酸エステル脱水素酵素を阻害す一るモノヨード醋酸(エA)・を
 用いて癌細胞の解糖を抑制して,グリコーゲγ合成能及ぴDNA合成能がどのような影響を受け
 るかを追求した。
 輿験方法及び結果
 腹水肝癌なH66F糸田胞及び吉田肉腫細胞を雑系雄ラット腹腔内移植後5～5日目の腹水腫瘍
 細胞を使用し}乞。戻に雪田肉腫細胞では有二π旺～育とKrebs-RingerbiCarbOnεし七eの当量混
 合液で24時間培養し毎細胞を用いた。〔1〕AH66FのグIJコーゲγ合成過程の検討(a)噴一グル
 コースを用し(たオートラジオグラフを観察し㌃乞。K3・ebS-RingerTri8緩衝液5脱4に細i月包
 2×10}を浮遊せしめ,グルコース1〔〕解と3H一グノLコース5μcを加え,95%N2と5%CO2の
 気相下で5時間反応さ臨糊包をスライドグラス上に塗沫,PAS染色ののちンストリツピング法
 によZ、オートラジオグラフィーを行つt。頭鏡すろと罎.元銀粒子はPAs陽性物質と一致して出
 現し、そ'の他の細胞質及び核1て相当する部位には少量の銀粒子を認めたに過ぎなかった。このこ
 とは細胞内にとり入れられた3H一グノ上コースの大部分がグリコーゲンに合成されたことを示す
 と考えられる。(b)1げケの細胞を前記と同じ反応条件で反応開始した。経時的に細胞奮とり出
 し,細胞内グリコーゲンをBe!l等の勲閥透法によりII擢ゴレ・グ1」コーゲン景をAn切1fOn巳法によわ測定
 し,更にグリコーゲン抽出に至るまでの各分画の放射能を窓なしガスフ・一カウγターで測定し
 た。これによると細胞内グリコーゲγ量は反応後減少し,5D分を極少値として再び増大した。
 これに対しグリコーゲン分画への3Hの転入は直線的に増大した。また3Hの転入はグリコーゲ
 ン分画に最も多く,TCA不溶分画,アルコール拝」'溶分画,残渣等には極やて少左ぐ1従ってグ
 ルコース→グリコーゲン合成経路の発達が推察された。〔2〕解糖阻害剤のグリコーゲン合成過
 程に及ぼす影響(a)AH66F及び吉田肉腫細胞の嫌気性解糖能をWarburg検圧装置を用L(
 て則定した。KreDs-RingerbiCarOohat己5磁(グノLコース10死9を含む)に細胞
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 107一ケを浮遊せしめ,工Aを加え反応させた。工A10『4Mで解糖活性の著るしい抑制を示
 した。しかし反応液をKrebS-RingerTris緩価液とし,気相を純酸素として測定した呼
 吸能はエAのこの灘で雌鞭受助力つた。(D臨一グノLコ略のグ1}コ_ゲ'ソ分画への抽
 込みは工A投与で対照に比し各時間とも少なく,反応60分では対形の1イ'5であった。しかし他
 の分画へのとめ込みには差が認められ左かつた。グリコーゲγ量は工A投与で各時間ともやや増大
 してい鶴従って相対比放射能(cp皿〃〃グノLコース当量)を見ると反応60分で対照11.8に
 対しエAて0}4Mでは5,5と低値であった。これはグリコーゲン代謝回転の遅延を意味すろも
 のと考えられる。〔5〕解糖阻害剤のDNA合成能に及ぼす影蝋a)AH66F及び吉田肉腫繍包に
 3H一千ミジンを用いたオートラジオグラフを観察した。反応条件はAH66Fでは3H一グルコー
 スを用いた場合と同様であb,吉田肉腫では反応液に牛1肛清とKrebs-Ringerbic&rbO-
 nateの当量混合液を用いた点のみが異なる。これに工Aを加えて反応せしめた。オートラジオ
 グラフィー操1乍ののち,標本を顕鏡すると,無処置対照では銀粒子は細胞核に一致して観察され,
 細胞質に認められることはなかρた。エA処置では核に一i致した銀粒子は少量認められたにずぎず、
 DNA合成阻害がうかがわれち(b)吉田肉腫細胞のDNA合成能及びDNAへの3H一千ミジy
 の.とり込みに及ぼす工Aの影響を観察した。反応液として前記の混合液40濯に細胞1げケを浮遊
 せしめ,工Aを加えて24時…間反応せしめた。細胞のDNA-P量をschmitt_Tha葺hαu_
 Serの方法によb求め,また3HのDNAへのとわ込みをガスフ・一カウンターにより求めた。
 結果は無処置対照では24時間で細胞数が約2倍に増大したが.,工A投与ではその増大が認めら申
 ず,そのDNA-P量も少なかつ一ち3HのDNAへのとり込みはIA投一与で著るしぐ抑制され
 ㌔'一5
 穐従って賄鮒鮨(Cpm/μ夘}TA-P)は対照で548・9捌しエA5Xiロ聴τt2λ3と
 極めて低値であわ,DNA合成阻害が推察された。
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 (nAH66F細胞に3H一グルコースを用いたオートラジオグラフでコPASI場性物算琴の御
 致してラベルされてレ・ろことからングノLコースー〉グリコーゲン合成系の発達が細胞化学的に認め香
 れ亀。またこの結果は生化学的にも確められた。(2)適当な濃度の工Aを用いるとAH66F
 細胞の解糖活性が仰制され,細胞内グリコーゲンの代謝回転の遅延が観察された。(5)3H一チ
 ミジγを用いたオートラジオグラァで,IA処置では対照に比して核に一致したラベルが少ない
 ことから,癌系糊包の解li彊能阻害:とDNA合成能阻.害との間1て平行関係があることが認められた。
 まゴヒこつ結果は生化学白勺にも確められた」
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 審査結果の要旨
 著者は癌細胞の旺盛な解糖を抑制した場合,その細胞内グリコーゲン合成及ぴDNAかどのよ
 うに影響されるかを検討している。すなわち腹水肝癌AH66F及び吉田肉腕を用い,解糖抑制に
 はEmbden-Myerhof経路におけるグリセリンアルデヒドー5一燐酸エステル脱水素酵素
 を阻害するモノヨード醋酸〔IA)を用いた。実験方法として脂を用いたオートラジオグラフ
 ィーによる組織化学的観察を中心に,併せて生化学的方法を行い,次のような知見を得ている。
 111AH66Fのグリコーゲン合成過程を知るために,嫌気性条件下で細胞をグルコースと
 3H一グルコースと共に反応せしめ,オートラジオグラフを観察した。細胞内に入った3Hは
 PAS陽性物質に一致してラベルされるが,その他の細胞質部位及ぴ核はラベルされることが少
 な㌔'・。この際,細胞各分画への3Hの転入を測定すると,グリコーゲン分画に最も多く,TOA不
 溶分画,アルコール可溶分画,残渣等には極めて少なかった。以上0)結果から,細胞内に取り入
 れられた3H一グル協一スの大部分かグリコーゲンに合成され,従ってグルコース→グリコー
 ゲンの合成系路の発達を推察している。
 121次にIAを用い解糖活性を抑制すると,3H一グルコースのグリコーゲン分画へのとり込
 みは少なくなウ,その他の分画へのとり込みには影響を及ぼさない結果を得ている・他方グリコー
 ゲン量はIA投与で逆に増加した。従って相対比放射能(Gpm/μ9グルコース当量)はIA投
 与では対照に比し著るしく少なかった。これはグリコーゲンの代謝回転の遅延を意味していると
 考えている。
 (51更にエAを用いて解糖を抑制した際のDNA合成能に及ぼす影響を観察するためにAH66F
 及び吉田肉腫細胞を3H一チミジンと共に嫌気性条件下で反応せしめた後,オートラジオグラフ
 を観察した。無処置対照例では細胞核に強くラベルされ,細胞質には殆んどラペルされす,著る
 しいDNA合成が観察されたのに対し,エA処置では細胞核に極く少量ラペルされた0)みでDNA
 合成阻害が窺知された。また反応後の吉田肉llI甘細胞のDNA量をSohm■“一Thaun&use「
 g房法により求め,更にDNAへの3Hグ)とり込みを測定すると無処置対照に比しエA投与では
 DNAへび)3Eのとり込みが極めて少なかった。比放射能(cpm/μ9DNA-P)は対照の約.
 1/20で強いDNA合成阻害が観察された。
 以上の如く著者は癌細胞の代謝特異性の一つである旺盛な、1搾糖を抑制した場合,原細胞のとる
 態度をグリコーゲン合成及びDNA合成という面で形態学的,生化学的に観察し,上記の知見を
 得たかこ。)結果は癌化学療法の基礎的研究として寄与するところ大であると考えられる。
 したがって本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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